昆虫 学 报 4cta Entomologica Sinica, December 2011, 54(12) : 1348 - 1353 ISSN 0454-6296 


不 同 塔 蛮 基 上 繁殖 的 屁 虫 病原 线虫 格 氏 
zx E R A E HA HE 


, 3 A a uM N * Y 
x 4b ， 姚 大 ， RA, 曾 洪 梅 , Ep 4 xc 
(中 国 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 , 农业 部 作物 有 害 生 物 综合 治理 重点 实验 室 , 北京 100081) 





摘要 : 表皮 和 蛋白 (surface coat proteins, SCPs) ERRE Steinernema glaseri 克服 寄主 免疫 系统 的 关键 因素 ,， 能够 抑 
制 昆 虫 免 疫 反应 , 促进 线虫 的 侵 染 。 为 了 进一步 研究 表皮 和 蛋白 换 制 昆虫 免疫 的 作用 机 理 和 线虫 与 寄主 间 的 相互 关 
R, 我 们 比较 分 析 了 不 同 培养 基 演 殖 的 格 氏 线虫 表皮 重 日 的 差异 。 我 们 用 人 工 培 养 基 和 大 蜡 旦 Galleria mellonella 
末 龄 (5 龄 ) 幼 虫 分 别 培 养 得 到 格 氏 线虫 侵 染 期 幼虫 , 利用 酒精 提取 表皮 蛋白 。SDS-PAGE 和 非 变性 PAGE 分 析 显 
Zh, 大 蜡 坚 来 源 的 格 氏 线虫 的 表皮 蛋白 具有 更 多 的 蛋白 条 带 。 体 外 和 体内 的 裂解 血细胞 实验 表明 ,大 蜡 崇 来 源 的 
格 氏 线虫 的 表皮 有恒 日 表现 出 强烈 的 裂解 血细胞 活性 ,而 人 工 培养 基 来 源 的 格 氏 线虫 的 表皮 有恒 日 活力 不 明显 ; HIR. 
有 裂解 血细胞 活性 的 表皮 蛋白 为 诱导 表达 型 蛋白 。 不 同 培养 基 来 源 的 格 氏 线虫 的 表皮 蛋白 组 成 的 差异 和 活性 的 
AR, 表明 格 氏 线虫 表皮 蛋白 的 产生 受 线 虫 培养 条 件 影响 较 大 。 
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Difference of surface coat proteins in entomopathogenic nematode 
Steinernema glaseri ( Rhabditida; Steinernematidae ) reared on different 


culture media 

LIU Hua, YAO Qing, YUAN Jing-Jing, ZENG Hong-Mei ' , QIU De-Wen ( Key Laboratory of Integrated 
Pest Management in Crops, Ministry of Agriculture, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of 
Agricultural Sciences, Beijing 100081, China) 

Abstract. Surface coat proteins ( SCPs) of Steinernema glaseri were proved to play important roles in 
defeating the host immune system. SCPs suppress insect immune response and promote infection of 
entomopathogenic nematodes. In this study, influences of different culture media on SCPs were 
investigated, which may provide useful information for further studying the 1immunosuppressive 
mechanisms of SCPs and the relationship between entomopathogenic nematodes and their hosts. Infective 
juveniles of S. glaseri were reared on an artificial medium and the last (5th) instar larvae of Galleria 
mellonella, respectively, and the SCPs from these nematodes were extracted with ethanol. SDS-PAGE 
and native-PAGE analysis of SCPs indicated that SCPs from S. glaseri nematodes reared on G. mellonella 
displayed more protein bands than those from the nematodes reared on the artificial medium. SCPs from 
S. glaseri nematodes reared on G. mellonella larvae had intensive lytic activity against hemocytes of G. 
mellonella both in vitro and in vivo, while SCPs from the nematodes reared on the artificial medium 
showed weak lytic activity. Moreover, hemocyte lytic SCPs were found to be inducible proteins. Variation 
of components and activity of SCPs from nematodes reared on different culture media demonstrates that the 
production of SCPs mainly depends on culture environments. 
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昆虫 病原 线虫 是 多 种 昆虫 的 寄生 天 敌 , 是 一 类 RAE TE 48 h 内 致死 寄主 等 优点 (Kaya and 
新 型 的 生物 杀 虫 剂 , 它 具 有 杀 虫 范围 广 、 能 主动 寻 Gaugler, 1993; Adams and Nguyen, 2002), EEJ 
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原 线虫 专 一 性 较 高 , 对 人 冀 、 植 物 及 有 益生 物 无 害 
( Gaugler et al., 1997) 。 它 能 通过 昆虫 体 表 开口 进 
入 其 身体 , 侵 人 寄主 血 腔 , 并 释放 肠 道 内 的 共生 菌 
致死 寄主 (Burnell and Stock, 2000) 。 

在 长 期 的 进化 进程 中 , 昆虫 形成 了 独特 的 先天 
性 免疫 系统 , 分 为 细胞 免疫 和 体液 免疫 , 能 够 有 效 
地 防御 病原 生物 的 和 人 侵 和 感染 ( Hoffmann, 1995; 
Kanost et al., 2004) 。 格 氏 线 虫 Steinernema glaseri 
突破 日 本 金龟 子 Popillia japonica 组 织 屏障 进入 血 
ERRE A4 ~6 h 后 才 开 始 释 放 共 生 阔 ( Wang et al., 
1995) , 在 此 期 间 , 线虫 必须 依 徘 目 喘 的 能 力克 服 
昆虫 的 免疫 才能 逃避 寄主 的 吞噬 、 包 被 作用 等 
( Wang et al., 1994) 。 昆 虫 病原 线虫 身体 的 最 外 层 
TTA CER A (surface coat) , 是 与 昆虫 免疫 系统 
直接 接触 的 界面 (Blaxter et al., 1992; Shamseldean 
et al., 2007) 。Wang 和 Gaugler (1999) 发现 , 格 氏 
线虫 之 所 以 能 逃避 昆虫 免疫 , XE DN DUCERE EUR RE 
备 免疫 抑 Tl 功 能 的 表 EE 日 ( surface coat proteins, 
SCPs), 这 类 重 白 能 够 保护 线虫 不 被 日 本 金 包 子 的 
血细胞 所 黑 化 包 被 , 引起 血细胞 浓度 下 降 ， 并 抑制 
血细胞 对 外 源 物 的 吞噬 作 用 。Li 等 (2007, 2009) 也 
EM, 格 氏 线 虫 的 表皮 有恒 日 不 仅 能 保护 注入 东方 金 
包子 Exomala orientalis 体内 的 异 小 杆 线虫 ,提高 其 
存活 率 , 还 能 引起 东方 金龟 子 血 细胞 的 凋 亡 。 

目前 关于 格 氏 线 忠 表皮 蛋白 的 报道 还 较 少 , 对 
其 基因 克隆 和 作用 机 理 等 的 研究 有 重要 意义 。 本 研 
完 通 过 人 工 培 养 基 和 大 蜡 旦 Galleria mellonella 分 别 
培养 了 格 氏 线虫 , 提取 了 表皮 蛋白 ,比较 了 不 同 培 
养 其 对 表皮 和 蛋 日 的 组 成 和 裂解 血细胞 活性 的 影响 ， 
分 析 了 有 人 免疫 抑制 活性 的 表皮 和 集 日 的 表达 方式 , 为 
进一步 饶 究 表皮 和 集 日 左 定 了 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 材料 

格 氏 线虫 NC32 品系 由 美国 罗 格 斯 大 学 
( Rutgers University ) 的 Randy Gaugler 教授 惠 赠 。 

大 蜡 晨 为 本 室 以 人 工 配 制 饲料 培养 的 实验 室 种 
BE, 实验 中 所 用 大 蜡 嵌 均 为 健康 且 大 小 均一 (体重 
240 ~ 280 mg) 的 末 龄 (5 龄 ) 幼 虫 。 

BCA 试剂 盒 购 目 Pierce 公司 ; Grace’ s ÆR IX 
养 基 购 目 Invitrogen 公司 ; 抗生素 混合 物 、 胎 牛 血清 
和 牛 血 清 日 集 日 购 自 Sigma 公司 ; 集 日 质 分 子 量 
marker 购 自 GE healthcare 公司 ; 液体 A6 培养 基 为 


本 室 自 配 (15 g REHAR, 10 g Wp, 5 g NaCl, 
0.5 g KH;PO,, 1 000 mL 水, pH 7.2) ; 其 他 试剂 均 
为 国产 或 进口 分 析 纯 试剂 。 
1.2 大 蜡 晨 繁殖 线虫 

在 无 菌 的 9 cm 直径 培养 下 内 铺 一 层 滤纸 ， 放 
A 30 头 大 量 曝 未 龄 幼虫 ,再 回 培 养 下 内 加 入 1 mL 
TR EZ Eg, 29% 放置 48 ho TE 15 cm 直径 的 大 
培养 亚 内 倒 扣 一 个 滤纸 包 囊 的 $ cm 直径 培养 下 ( 形 
RERI), 将 加 入 线虫 后 24 -48 h 之 间 死 亡 的 大 
ERRE, 75% 酒精 表面 消毒 后 摆 放 在 滤纸 品 上 ， 
25% 放置 2 d。 回 大 培养 下 中 加 入 少量 0. 196 福 尔 
马 林 ,以 刚好 浸 湿 滤纸 为 宜 ,， 继续 放置 于 25C, 并 
保持 严 内 潮湿 状态 。 待 大量 3 ih RH sae BH 2 M 
大 晓 旦 中游 出 后 ,， 回 大 培养 下 中 加 入 适量 0. 1% 福 
尔 马 林 , 在 严 内 形成 2~3 mm 的 浅水 层 。 每 2d 收 
集 从 滤纸 怠 族 到 大 培养 下 中 的 侵 染 期 线虫 , 燕 馏 水 
反复 清洗 后 保存 于 8% 备用 。 
1.3 ”人工 培养 基 繁 殖 线虫 

将 格 氏 线虫 共生 菌 接种 于 液体 A6 培养 基 中 ， 
在 28%C 以 180 r/min 培养 48 ho SJIKANE IS REX 
重 、 猪 肝 、 猪 油 和 水 (质量 比 为 3:3:1:3)， 加 入 适 
量 的 体积 约 为 1 em 海绵 块 充 分 吸收 匀 浆 液 ， 随 后 
将 海绵 分 装 入 500 mL 锥 形 瓶 中 , 120 reg HC] 40 
min。 问 海 绢 中 接 入 培养 好 的 格 氏 线虫 共生 菌 ， 室 
温 避 光 培 养 3 d。 用 0.5% 次 毛 酸 钠 和 0. 196 Bie 
消毒 格 氏 线虫 , 癌 海 绵 中 接 入 线虫 ,继续 室温 培养 
30 d 获得 侵 染 期 线虫 。 取 出 培养 瓶 中 海绵 , 在 通气 
的 目 来 水 中 浸 洗 海绵 1 h， 纱 布 过 滤 反 海 绢 ,反复 
用 目 来 水 清洗 含 侵 染 期 线虫 的 滤液 ,彻底 除去 培养 
基 残 渣 后 线虫 保存 于 8 备用 。 
1.4 ”线虫 表皮 蛋白 的 提取 

两 种 方式 培养 的 格 氏 线虫 表皮 和 蛋 日 的 提取 采用 
同一 方法 , 具体 过 程 参 考 Wang 和 Gaugler (1999) 
进行 , 略 加 改动 。 用 0.5% 次 握 酸 钠 处 理 收集 的 侵 
染 期 线虫 ( 约 2 x10 条 /LL)15 min, 依次 用 自来水 
和 蒸 饮水 清洗 处 理 后 的 线虫 , 洗 准 次 氯 酸 钠 后 在 室 
温 下 用 空气 稍 通 气 处 理 线虫 悬 液 48 h。 细 纱布 过 滤 
线虫 除去 燕 馏 水 , 将 线虫 在 预 冷 的 35% 乙醇 中 孵育 
30 min; 细 纱 布 过 滤 抒 线虫 ,收集 滤液 , 冷冻 于 
-80% 冰箱 过 夜 。 用 冷冻 干燥 仪 处 理 表皮 重 昌 提取 
液 至 干粉 状态 ， 回 干粉 中 加 适量 PBS(137 mmol/L 
NaCl, 7.8 mmol/L Na, HPO,, 1.5 mmol/L KH,PO, , 
2.7 mmol KCl, pH 7.3) ERER, 将 悬 液 冰 上 放置 
30 min, [RH] Elf] 1R 5] 2 ~ 3 次 促进 溶解 ,然后 在 
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4*C 以 10 400 r/min 离心 20 min, 吸取 上 清 即 得 表 
皮 重 日 溶液 。 表 皮蛋 日 溶液 的 蛋 日 浓度 采用 BCA 
试剂 盒 检 测 。 对 收集 的 表皮 重 日 溶液 进行 SDS- 
PAGE 电泳 (浓缩 胶 5%、 分 离 胶 12% ) 和 非 变 性 
PAGE 电泳 (浓缩 胶 5%、 分 离 胶 8% ) 以 检测 重 日 。 
1.5 表皮 和 蛋 日 体外 裂解 血细胞 活性 检测 

取 大 蜡 晨 末 龄 幼虫 放置 冰 上 10 min, Fl 7596 W 
精 体 表 消 毒 后 前 去 前 足 , 吸取 血 淋 巴 。 将 200 pL 
血 淋 巴 加 至 有 500 pL 预 冷 抗 凝 缓 冲 液 (98 mmol/L 
NaOH, 145 mmol/L NaCl, 17 mmol/L EDTA, 41 
mmol/L FRR, pH 4.5 的 离心 管 中 。 轻 柔 混 匀 后 
4C F 2 900 r/min 离心 5 min, 吸 去 上 清 后 加 入 0.5 
mL Grace’ s 昆虫 培养 基 ( 含 10% 胎 牛 血清 和 1% Hi 
生 率 混合 物 ) 重 悬 血细胞 。 离 心 清 洗 血 细胞 2 次 ， 
用 血细胞 计数 板 计 数 后 再 加 Grace s 昆虫 培养 基调 
整 细胞 浓度 为 2 x 10`]mL。 取 血细胞 悬浮 液 加 入 无 
PS 96 孔 板 中 , 每 孔 100 uL, 置 28Y 温 箱 避 光 培养 
1 h。 回 培养 的 血细胞 中 分 别 加 入 PBS, 10 pg/mL 
^F fiL FA EA (BSA), 10 pg/mL 表皮 重 日 (人 工 培 
养 基 来 源 ) 和 10 jg/mL REER CIUS ROI URL) 4 
5 uL, 每 个 样品 加 入 5 个 孔 中 , 混 匀 后 继续 放 入 
28'C 温 箱 培养 , 在 加 样 后 0.5, 2 和 6 h 分别 在 显 微 
镜 下 观察 血细胞 裂解 情况 。 每 处 理 重 复 3 次 。 
1.6 表皮 蛋白 体内 裂解 血细胞 活性 检测 

取 大 蜡 晨 末 龄 幼虫 放置 冰 上 10 min, 用 75% 酒 
精 体 表 消 毒 。 用 微量 进 样 介 问 大 蜡 坚 腹腔 体内 分 别 
注射 PBS、10 pg/mL BSA, 10 ug/mL 表皮 和 蛋 日 (人 
工 培养 基 来 源 ) 和 10 ug/ml 表皮 和 蛋白 (大 蜡 坚 来 
源 ) 各 5 uL, 每 个 样品 注射 30 头 大 量 晓 ,然后 将 大 
WEE A 28Y 温 箱 。 在 注射 后 定时 (0.5, 2, 4, 6, 
12 和 24 h) 从 各 处 理 组 中 各 取 5 AKE, vK EUM 
痹 后 用 75 色 酒精 体 表 消 毒 , 每 头 前 前 足 取 血 10 pL， 
与 100 pL 抗 凝 缓冲 液 混 勺 后 用 血细胞 计数 板 计数 
细胞 。 每 处 理 重 复 3 次 。 
1.7 数据 统计 与 分 析 

表皮 和 蛋白 体内 裂解 血细胞 活性 的 结果 数据 采用 
SPSS 16. 0 软件 进行 差异 显著 性 检验 , 绘图 采用 
Excel 2003 进行 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 不 同 培养 基 上 繁殖 的 格 氏 线虫 表皮 蛋白 的 成 
分 差异 

采用 大 蜡 坚 和 人 工 培养 基 繁 殖 并 获得 了 侵 染 期 
格 氏 线虫 , 用 酒精 溶液 分 别提 取 了 表皮 蛋白 , 电泳 


分 离 集 日 。 如 图 1( A) 所 示 , 两 种 培养 方式 所 得 表 
KEARDE, 蛋 日 条 吾 都 在 10 个 以 上 , 各 
集 日 分 子 量 主 要 在 66 kD LA P; SDS-PAGE 结果 还 
显示 , 两 种 来 源 的 表皮 有 蛋白 的 电泳 条 人 带 差 异 较 大 ， 
大 早 蝶 培养 的 格 氏 线虫 表皮 和 蛋 日 条 市 更 多 ,人 工 培 
养 基 培 养 的 格 氏 线虫 表皮 重 白 则 含有 几 条 高 浓度 的 
条 带 。 在 非 变性 PAGE rp, 大 蜡 蜡 来 源 的 线虫 表皮 
蛋白 的 主要 条 带 也 比 人 工 培养 基 来 源 的 多 2 ~3 条 
(图 1: B), SDS-PAGE 和 非 变 性 PAGE 结果 均 表 明 ， 
不 同 培养 基 来 源 的 格 氏 线虫 表皮 重 白 成 分 存在 一 定 
相似 性 , 但 大 蜡 晨 来 源 的 线虫 表皮 和 储 昌 成 分 更 丰 定 。 
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图 1 格 氏 线虫 侵 染 期 幼虫 表皮 和 蛋白 的 SDS-PAGE (A) 
和 非 变 性 PAGE (B) 分 析 
Fig. 1 SDS-PAGE (A) and native PAGE (B) of SCPs from 
Steinernema glaseri infective juveniles 
M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; EE RE 
养 的 格 氏 线虫 表皮 蛋白 SCPs from S. glaseri reared on Galleria 
mellonella; 2: 人 工 培 养 基 培养 的 格 氏 线虫 表皮 和 蛋白 SCPs from S. 
glaseri reared on the artificial medium. 黑色 箭头 指示 两 条 泳 道 中 大 小 相 


同 的 条 带 。Black arrows indicate bands with the same size on two lanes. 
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2.2. 不 同 培养 基 上 繁殖 的 格 氏 线虫 表皮 蛋白 体外 
裂解 血细胞 活性 的 差异 

为 了 检测 不 同 培养 基 对 格 氏 线虫 表皮 和 借 日 免疫 
抑制 活性 的 影响 , 我 们 检测 了 表皮 和 蛋 日 在 体外 裂解 
大 量 蜡 血细胞 的 能 力 。 如 图 2 所 示 , 在 仅 有 PBS, 
BSA 或 人 工 培养 基 来 源 的 表皮 储 日 时 ,细胞 培养 板 
底部 的 血细胞 在 处 理 6 h 后 均 无 明显 变化 , 形态 正 
Tí; THOKRPEROR USE Ze BC38 ELTE RE 2 h 后 即使 得 
血细胞 边缘 开始 模糊, 6 h 后 血细胞 已 完全 裂解 。 
X — t AR 3e BIA Bes EROR URSI E ES Ha BER EA BÉ EE 
接 和 裂解 昆虫 血细胞 。 
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图 2 格 氏 线虫 表皮 和 蛋白 体外 裂解 昆虫 血细胞 的 活性 分 析 
Fig. 2 Analysis of insect hemocyte lytic activity of SCPs from Steinernema glaseri in vitro 
白色 箭头 指示 正在 裂解 的 血细胞 ， 黑 色 箭 头 指 示 裂 解 完全 的 细胞 。White arrows indicate hemocytes which are lysing, while black arrows indicate 
completely lysed hemocytes. 标尺 Bar =20 um. SCPsAm: 人 工 培养 基 培 养 的 线虫 的 表皮 和 蛋 日 SCPs from S. glaseri nematodes reared on artificial 
medium; SCPsGm; KIKER (S 龄 ) 幼 虫 培养 的 线虫 的 表皮 和 蛋白 SCPs from S. glaseri nematodes reared on the last (5th) instar larvae of Galleria 
mellonella. 图 3 |n] The same for Fig. 3. 


2.3 不 同 培养 基 上 繁殖 的 格 氏 线虫 表皮 蛋白 体内 
裂解 血细胞 活性 的 差异 

将 不 同和 蛋白 注册 人 大 蜡 坚 后 , 定时 检测 血细胞 
数量 , 确定 表皮 和 蛋 昌 的 体内 裂解 血细胞 活性 。 在 正 
常情 况 下 ,大 蜡 晨 的 血细胞 浓度 约 为 4. 1 x 1077 
uL; 在 注射 人 PBS 或 BSA 后 24 h 内 血细胞 浓度 无 
明显 变化 ; 注射 人 人 工 培养 基 来 源 的 表皮 人 重 白 4 h 
后 , 血细胞 浓度 下 降 约 1290 , 但 很 快 恢复 正常 ; 注 
射 人 大 蜡 蝶 来 源 的 表皮 蛋白 后 30 min 血细胞 浓度 
即 出 现 明显 下 降 , 2 h 后 血细胞 浓度 下 降 约 50% ， 
随后 开始 逐渐 恢复 到 接近 正常 的 水 平 (图 3)。 


3 讨论 


昆虫 病原 线虫 的 培养 可 采用 昆虫 和 人 工 培 养 基 
培养 ,在 本 人 研究 中 ,我 们 分 别 用 人 工 培养 基 和 大 蜡 
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图 3 格 氏 线虫 表皮 蛋白 体内 裂解 昆虫 血细胞 的 活性 分 析 
Fig. 3 Analysis of insect hemocyte lytic activity of SCPs from 


Steinernema  glaseri in vivo 
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异 。 人 工 培 养 基 和 大 旺旺 培养 的 格 氏 线虫 所 得 表皮 
集 日 成 分 差异 明显 ,大 蜡 螟 来 源 的 表皮 和 集 日 包含 的 
恒 日 种 类 较 多 , 仪 有 少 部 分 条 带 为 二 者 所 共有 , 说 
明 表 皮蛋 昌 的 成 分 受 培养 条 件 的 影响 较 大 。Yang 
等 (1997) 利 用 4 种 不 同 培养 其 培养 小 卷 峨 斯 氏 线 
Hi Steinernema carpocapsae ,发 现 得 到 的 侵 染 期 线虫 
在 体 长 、 体 宽 、 体 重 和 脂肪 酸 含量 等 方面 均 有 不 
同 ,说明 昆虫 病原 线虫 的 生理 状态 与 培养 基 成 分 密 
切 相关 (Yang et al., 1997) 。 在 不 同人 研究 中 , 采用 大 
NS RES JE JR E ZR REE EIER] LUKE TRE DUE TE 
较 大 差异 (Wang and Gaugler, 1999; Li et al., 2007, 
2009) 。 经 比较 ,发 现 本 研究 中 大 蜡 虹 培养 的 表皮 
蛋白 电泳 条 带 与 前 人 报道 也 有 不 同 。Li 等 (2007 ) 
认为 不 同时 期 的 表皮 和 蛋白 差异 是 由 于 格 氏 线虫 脱离 
其 天 然 寄 主 日 本 金 包 子 , 长 期 在 大 蜡 蜡 中 繁殖 传代 
所 引起 。 本 研究 中 不 同 培 养 基 接种 所 用 的 线虫 属 同 
一 批 次 ,因此 表皮 和 蛋 晶 成 分 的 差异 只 可 能 由 培养 基 
不 同 所 引起 , 这 也 证 实 了 表皮 和 集 日 的 表达 与 外 界 环 
境 密 切 相 关 (Blaxter et al., 1992 ) 。 

格 氏 线虫 表 民 生日 能 够 诱导 血细胞 凋 亡 (Li et 
a/.，2009)、 降 低 昆 虫 体 内 血细胞 浓度 并 抑制 昆虫 
血细胞 吞噬 作用 (Wang and Gaugler, 1999) 。 本 研 
究 中 大 量 蜡 培养 的 格 氏 线 虫 表皮 和 蛋 日 也 具有 体内 和 
体外 的 裂解 血细胞 活性 , 在 体外 时 6 h 即 可 完全 和 裂 
解 大 蜡 蜡 血细胞 , 注射 到 大 蜡 蝶 体内 2 h 后 也 可 裂 
解约 50% 的 血细胞 。 体 内 实验 时 血细胞 不 会 完全 
被 降解 , 且 4p 后 血细胞 浓度 逐渐 恢复 , 这 可 能 是 
i FARR IAE PEARKE S RAEAN, H 
在 血细胞 被 裂解 后 大 蜡 坚 能 合成 新 的 血细胞 补充 到 
血 淋 巴 中 (Lavine and Strand, 2002) ; 另 一 方面 , 格 
RETHA H A az f& T fis 4 -6h 后 即 开始 
EWER ( Wang et al., 1995) 。 因 此 ， 只 要 在 最 
41834 ~6 h 能 逃避 寄主 的 血细胞 免疫 , 线虫 即 能 在 
寄主 体内 存活 下 来 。 本 研究 无 论 是 在 体内 还 是 体外 
实验 中 ,人 工 堵 养 基 培养 的 格 氏 线虫 表皮 有 重 日 裂解 
血细胞 的 活性 都 较 弱 ,这 表明 培养 基 的 不 同 也 引起 
了 表皮 和 蛋白 免疫 抑制 活性 的 变化 ， 当 培养 于 人 工 培 
养 基 时 表皮 和 蛋白 中 具有 裂解 血细胞 活性 的 成 分 表达 
较 少 或 不 表达 ， 当 培养 于 大 蜡 蝶 时 这 些 活性 和 蛋 日 成 
分 才 会 大 量 表达 。 结 合 表 皮蛋 日 电泳 条 市 差异 情况 
可 知 , 在 电泳 中 大 蜡 蜡 培养 的 线虫 表皮 重 日 比 人 工 
培养 基 来 源 的 表皮 生日 多 出 的 条 带 应 与 裂解 血细胞 
活性 相关 ,而 且 这 些 恒 日 的 表达 与 大 蜡 嵌 培养 有 下 
接 关 系 。 虽 然 目 前 还 无 法 确定 电泳 差异 条 带 中 哪些 


为 活性 和 蛋白 成 分 , 但 正 由 于 这 些 蛋 日 存在 电泳 差 
异 , 我 们 正在 尝试 采用 切 胶 回收 的 方式 来 分 别 纯化 
这 些 差 异 重 日 ,为 下 一 步 鉴定 研究 提供 文 持 。 

昆虫 习 浆 物 能 诱导 S. carpocapsae TW ££ 9A ER 
重 日 酶 和 胰 凝 乳 重 日 酶 , 这 两 种 重 日 是 在 线虫 侵 染 
期 表达 并 参与 到 侵 染 寄主 的 过 程 中 , 能 够 引起 昆虫 
细胞 的 凋 亡 或 抑制 昆虫 血细胞 包 被 作用 
( Balasubramanian et al., 2009; Toubarro et al., 
2009), 。 些 外 ， 当 S. carpocapsae 培养 于 3 种 含有 昆 
虫 物质 的 培养 基 中 时 , 甚 侵 染 力 都 比 培养 于 植物 性 
培养 基 时 高 两 倍 以 上 (Yang et al., 1997) , 虽然 该 研 
完 未 检测 表皮 有 重 日 的 变化 , 但 昆虫 病原 线虫 上 者 存 
在 相似 的 表皮 结构 , 培养 基 中 的 昆虫 物质 可 能 也 诱 
SE S. carpocapsae 表皮 和 集 日 中 活性 成 分 的 表达 ， 
从 而 影响 了 该 线虫 的 侵 染 力 。 因 此 , 我 们 推测 线虫 
体内 具有 免疫 抑制 活性 的 表皮 蛋白 基因 是 诱导 表达 
型 基因 ， 只 有 被 昆虫 或 者 含 昆虫 源 物 质 的 培养 基 诱 
导 时 才 局 动 表达 。 

格 氏 线虫 的 表皮 重 日 能 够 抑制 昆虫 免疫 反应 ， 
在 该 线虫 侵 染 寄主 的 过 程 中 发 挥 了 重要 的 作用 , 然 
而 至 今 仍 未 鉴定 出 表皮 香 日 中 具有 免疫 抑制 活性 的 
EARI, 该 重 日 的 编码 基因 也 尚未 克隆 、 作 用 机 
理 仍 不 明确 。 本 实验 通过 研究 不 同 培养 基 所 获得 线 
虫 的 表皮 有 恒 日 ， 发 现 其 成 分 中 具有 裂解 血细胞 活性 
的 重 日 为 谤 导 表 达 型 便 日 , 这 为 分 离 鉴 定 表皮 和 集 日 
"P BTE TES Ee T ARTE, 也 为 进一步 研究 线虫 与 
昆虫 间 的 相互 关系 、 线 虫 抑制 昆虫 免疫 的 作用 机 理 
Jig p AE. 
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